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RESUMO - Os duplo-haploides em milho tem se tornado importante em programas de
melhoramento, principalmente por possibilitarem um ganho na obtencdo de linhagens. Neste
trabalho, objetivou-se comparar diferentes gendtipos de milho quanto a resposta a duplicacéo
cromossomica e verificar a eficiéncia do protocolo de duplicagdo. Para essa finalidade, foram
cruzados 4 hibridos com a linhagem indutora PHI. As sementes que apresentavam embrides
brancos e pericarpo com manchas arroxeadas foram selecionadas. Estas foram colocadas para
germinar por 96 horas em estufa a 28°C. As pléantulas foram ent&o submetidas ao protocolo de
duplicacdo da literatura com modificagdes. A frequéncia de inducéo de haploidiafoi de 3,5% e
a de duplicagdo foi baixa, visto que apenas 26,76% das plantulas responderam ao tratamento
com colchicina. Considerando os hibridos, 0 mais responsivo a duplicagdo foi o P30F53.
Concluiu-se que variagdes no protocolo devem ser redlizadas, tais como mudangas no tempo e
temperatura de incubacdo e concentracdo do antimitético. Além disso, 0 emprego de outras
metodologias que permitam confirmar com exatiddo a ploidia das plantas deve ser incorporado
nas pesquisas que envolvam duplo-haploides em milho.
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I ntroducéo

Varias empresas multinacionais ja possuem uma metodologia bem estabelecida para a
obtencdo de linhagens duplo-haploides de milho, tendo inclusive hibridos lancados no
mercado. Entretanto, o setor publico e empresas nacionais de sementes s agora comegam a
atentar sobre as vantagens dessa tecnologia. Além disso, a adogdo da tecnologia duplo-
haploides em milho tropical esta atrasada em relacéo ao clima temperado, devido a falta de
indutores haploides tropicais, como também informagdes confidvels sobre o desempenho de
indutores temperados nas condicoes tropicais (PRIGGE et al., 2011).

Dentre as caracteristicas vantaj osas proporcionadas pel os dupl o-hapl oides pode-se citar
amaxima variagdo genética, a completa homozigose e a reducéo do tempo e custo envolvidos
na obtencao das linhagens (GEIGER e GORDILLO, 2009).

A partir do primeiro indutor de haploidia gimnogenético em milho, a Stock 6 (COE,
1959), muitas linhagens indutoras foram criadas. A linhagem indutora RWS foi recentemente
desenvolvida e caracterizada por Rober et a. (2005) e tem taxa de inducéo de 8-10%,

enquanto que a linhagem PHI, que surgiu do cruzamento entre Stock 6 e MHI, chega a taxas
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de 14% de indugéo .

Esses indutores possuem genes marcadores de antocianina, 0 que possibilita a
identificacdo das sementes haploides. O delo marcador R1-nj (NANDA e CHASE, 1966) &
amplamente utilizado para essa findlidade. Por meio dele € possivel distinguir as sementes
haploides, uma vez que elas possuirdo embrides brancos e pericarpo arroxeado, ao contrario
das sementes diploides que possuirdo embrides roxos. Entretanto, a expressao desse gene tem
uma forte influéncia do sexo feminino, o que dificulta a selecdo dos haploides, especiamente
nos casos em que existe o gene inibidor C1-1 . Quando o gene C1-l esta presente ele inibe a
expressdo do aldo R1-nj e assim, os gréos ficam com a colorago branca impossibilitando a
selecdo dos haploides. Nesses casos, € necessario selecionar os haploides por meio da
pigmentacdo causada pela expressdo de dois outros genes, 0 B1 e o PI1 (ROTARENCO et .,
2010).

ApoGs a indugéo e identificacdo dos haploides € essencia o desenvolvimento de um
protocolo eficiente de duplicagdo cromossdmica. Isso porque a frequéncia de duplicacéo
cromossomica esponténea em haploides de milho tem sido baixa e extremamente incerta
(WAN et al., 1991).

Nesse contexto, objetivou-se neste trabalho andisar a resposta a duplicacdo
cromossomica dos diferentes gendtipos cruzados com o indutor de haploidia PHI e verificar a

eficiéncia do protocolo de duplicagéo.

Material e M étodos

A linhagem indutora de haploidia PHI (gimnogenética) foi cruzada com os hibridos
2B587, P30F35, P30F53 e 2B707. Dessas sementes foram selecionadas aguelas que
apresentavam embrides brancos e pericarpo com manchas arroxeadas, causadas pela expressao
do gene R-navajo.

As sementes do grupo selecionado foram colocadas para germinar por 96 horas em
estufa a 28°C. Em seguida foram selecionadas as plantulas que apresentavam menores
tamanhos de coledptilos e raizes, como também aquelas que ndo possuiam nenhuma coloragéo
nas raizes, devido a expressdo dos genes marcadores B1 e PI1. Todas as outras plantulas
foram diminadas.

A duplicagdo cromossdmica foi realizada no Laboratério de Citogenética do DBI-
UFLA. As sementes selecionadas foram imersas em solucdo de colchicina 0,06% e
dimetilsulfoxido 0,5% (DMSO) por 12 horas no escuro (DEIMLING, 1997) e mantidas em
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temperatura ambiente. Ap6s a duplicacdo, as plantulas foram lavadas por 20 minutos em &gua
corrente e entéo, levadas para casa de vegetacéo.

Para as andlises em citometria de fluxo, foram coletadas amostras de plantulas no
estégio de duas folhas. O preparo das amostras e as andlises foram realizados no Laboratorio
de Cultura de Tecidos do DAG- UFLA. Foram avaiadas 71 plantulas. Para cada amostra,
utilizou-se, aproximadamente, 20-30 mg de folhas jovens do individuo avaliado, juntamente
com a mesma quantidade de Vicia faba (padr&o interno de referéncia - 26,9 pg/2C). As
amostras foram trituradas em uma placa de Petri contendo 1 mL de tampéo LBO1 gelado para
a obtencado da suspensdo nuclear (Dolezel, 1997), a qual foi adicionada 2,5¢ L de RNase e
corada com 25 L de iodeto de propideo (1 mg mL™?). Para cada amostra foram analisados
pelo menos 10.000 nicleos. Os histogramas foram obtidos no citémetro FacsCalibur (Becton
Dickinson) com o programa Cell Quest (Becton, Dickinson e Companhia, San Jose, CA, USA)
e analisados no software WinMDI 2.8 (2009).

Resultados e Discussao
Das plantas do grupo selecionado apenas 71 foram analisadas em citdbmetro de fluxo,
uma vez que os genes marcadores B1 e PI1, como também o tamanho das raizes e coledptilos
permitiram uma maior selecdo dos provaveis haploides. Por meio desses outros marcadores a
possibilidade de selecionar sementes diploides € reduzida.

A frequéncia de inducgéo de haploidia foi de 3,5%, indicando um valor mais baixo que o
apresentado na literatura, segundo a qual a porcentagem de duplicagcdo do indutor PHI € 14%.
Esse valor pode ser explicado pelas restricbes impostas pelo ambiente, umavez que a linhagem
indutora utilizada é temperada e os cruzamentos desse experimento foram conduzidos em
climatropical.

A tabela 1 apresenta as porcentagens de mixoploides detectados pela citometria de fluxo,
como também a porcentagem de haploides e diploides que ndo responderam a duplicacdo
cromossdmica. E visto que 57,75 % dos hapl oides sel ecionados n&o responderam ao protocolo
de duplicagéo utilizado. Apenas 26,76% das plantulas foram responsivas ao protocolo, um
vaor baixo para ser utilizado em programas de melhoramento. E possivel observar também
que 15,5% das plantul as selecionadas correspondem aindividuos diploides.

Dentre os hibridos analisados pode-se perceber que 0 mais responsivo ao protocolo de
duplicagdo, de acordo com a técnica de citometria de fluxo, foi o P30F53, indicando que a

resposta do gendtipo a duplicagdo cromossdmica € importante na obtencdo de duplo-
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haploides.

Um dos procedimentos que pode ter causado pouca resposta a duplicacéo cromossdomica
por parte dos gendtipos é a temperatura. Na metodologia as plantulas foram imersas em
colchicina e deixadas no escuro em temperatura ambiente, de 21°C. Esta temperatura foi
diferente da usada por Deimling e colaboradores em 1997 (18°C), e isto indica a sua
importancia nos procedimentos de duplicacdo, sendo necessérios novos testes.

De acordo com Cagtillo et a. (2009), ainducdo in vivo em plantulas de milho é dificultada
pela inacessibilidade a0 meristema. A aplicacdo de bloqueadores mitéticos em plantulas causa
dta taxa de mortalidade, de 20 a 30% (RoBER et al., 2005), como também ocorre producdo
de plantas mixoploides e quiméricas frequente quando o bloqueador € efetivo.

Os histogramas obtidos por citometria de fluxo podem ser observados na figura 1. Eles
evidenciam a presenca de mixoploides, haploides que ndo foram duplicados e diploides que
também ndo se duplicaram. Os diploides detectados na citometria de fluxo comprovam a
dificuldade de selecionar somente sementes haploides por meio dos marcadores morfoldgicos.
Além disso, os haploides e diploides dos graficos permitem concluir também a necessidade de

modificar o protocolo de duplicacgdo cromossdmica utilizado.

Conclusdes
O genGtipo P30F53 apresentou maior resposta a duplicagdo cromossdmica, quando
comparado com 0s outros.
E necessario ficar atento quanto a temperatura utilizada no protocolo de duplicacio
cromossomica.
A publicacdo de protocolos de duplicagdo cromossdmica torna-se cada vez mais

importante, uma vez que estes estdo em sua maioria retidos em empresas multinacionais.
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Figura 1. Histogramas de citometria de fluxo em folhas jovens de milho. A) Mixoploidia. Estimativa da
guantidade de DNA de 2,93pg (CV = 0,54%) no primeiro pico e 6,01pg (CV= 0,46%) no segundo pico. B)
Haploide. Estimativa da quantidade de DNA de 3,01pg (CV= 0,69%). C) Diploide. Estimativa de quantidade
de DNA de 5,85 pg (CV = 0,49%). Eixo vertical = nimero de nicleos lidos; eixo horizontal = intensidade de
fluorescénciarelativa.
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Tabela 1. Resposta das plantulas ao protocolo de duplicacdo cromossdmica (em porcentagem).

Total de Plantulas %
Haploide 41 57,75
Diploide 11 15,50
Mixoploide 19 26,76
Tota 71 100
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